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摘要 :目的 人 研究 Nanog 促 进 乳 腺 癌 细 胞 侵 认 与 ezrin™“ 磷 酸化 的 关系 及 Nanog 调节 ezrin "磷酸 化 的 可 能 机 制 。 方 法 转 染 
靶 向 Nanog 的 siRNA 项 低 乳 腺 癌 细 胞 Nanog; 用 transwell 法 检测 乳腺 癌 细 胞 侵 柳 ;用 免疫 印迹 检测 乳腺 癌 细 胞 Nanog、PKCe 
表达 水 平和 ezrin"" 磷 酸化 水 平 ;用 免疫 共 沉 淀 和 免疫 印迹 检测 PKCs 和 ezrin 蛋白 的 相互 作用 。 结 果 ARILARA A AY 
Nanog,PKCs 和 蛋白 表达 下 降 ezrin BERIKE F BE .乳腺 瘤 细 胞 的 侵袭 能 力 下 降 ; 敲 低 PKCs 降 低 ezrin” 磷酸 化 水 平 ; 
PKCe 与 ezrin 可 免疫 共 沉 淀 。 结 论 Nanog 可 上 调 PKCsg 的 表达 ,后 者 可 使 ezrin5? 磷 酸化 ,这 可 能 是 Nanog 促进 肿瘤 转移 的 
一 个 新 机 制 。 
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nog promotes the invasion of breast cancer cells by increasing PKCe expression 
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Abstract: Objective To study the relationship between Nanog-promoted metastasis of breast cancer and ezrin 


phosphorylation, and explore the possible mechanism by which Nanog regulates ezrin™” phosphorylation. Methods A siRNA 
construct targeting Nanog was transfected in breast cancer cells to knock down Nanog expression, and the changes in the cell 
invasion was detected using Transwell assay. The expression levels of Nanog and PKC and the phosphorylation level of 


7 were detected using Western blotting and immunofluorescent staining; the protein interaction between PKCe and 


ezrin 
ezrin was assayed by co-immunoprecipitation and Western blotting. Results Nanog knockdown significantly decreased the 
expression of PKCe protein, phosphorylation level of ezrin” and the invasion ability of breast cancer cells. PKCe knockdown 
obviously decreased the phosphorylation level of ezrin™” in the cells, and PKCe and ezrin were co-immunoprecipitated. 
Concludions Nanogcan can upregulate the expression of PKCe to promote the phosphorylation of ezrin’, which can be a 
new mechanism by which Nanog promotes tumor metastasis. 
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Nanog 是 含 同 源 结构 域 的 转录 因子 , ZEA Fa 
胞 干 性 维持 和 自我 更 新 中 起 作用 , 在 干细胞 中 表达 ,而 
在 分 化 成 熟 细胞 中 表达 缺失 中 ;近年 的 研究 发 现 , Nanog 
可 促进 肿瘤 的 转移 。 一 方面 ,肝癌 ”, 结 直肠 癌 ” 乳腺 
癌 候 等 癌 组 织 Nanog 的 表达 升 高 并 与 死亡 率 正 相 关 ; 男 
一 方面 ,过 表达 Nanog 的 结 直肠 癌 细 胞 ,迁移 和 侵 认 能 
力 增强 *。 有 关 Nanog 促 进 肿瘤 转移 的 机 制 ,已 有 一 些 
研究 ,如 :Nanog 可 降低 卵巢 癌 细 胞 中 E-cadherin 和 
FoxJ1 的 表达 ,促进 卵 梨 瘤 转移" ;Nanog 可 促进 转化 生 
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KATZEA NODAL 的 表达 ,激活 上 皮 间 质 转化 ， 
从 而 促进 肝癌 细胞 转移 中 ;Nanog 促进 乳腺 癌 转 移 的 机 
制 与 其 促进 PDGFRa 的 表达 有 关 "; 但 Nanog 促 进 癌 细 
胞 转移 的 机 制 目 前 还 无 定论 ,因此 ,深入 研究 Nanog 促 
进 癌 细 胞 转移 的 机 制 仍 很 有 必要 。 

Nanog 作 为 转录 因子 ,有 多 个 靶 基 因 。Nanog 靶 基 
因 包 括 细胞 周期 蛋白 D1(cyclin D1)* 生长 分 化 因子 3 
(GDF3)" 粘着 斑 激酶 和 胎 肝 激酶 -122 等 激酶 。 激 
酶 的 活性 异常 与 肿瘤 转移 的 关系 非常 密切 ,如 和 蛋白 激酶 
C(PKC) 等 ,但 Nanog 促 进 乳 腺 癌 转 移 是 否 与 其 对 
激酶 的 调节 有 关 , 并 无 相关 研究 。 

Ezrin 由 Vil2 基因 编码 ,是 ERM(Ezrin-Radixin- 
Moesin) 家 族 的 成 员 ,其 表达 升 高 和 第 567 位 苏 氨 酸 
(ezrin™) 等 位 点 氨基 酸 的 磷酸 化 与 乳腺 癌 转 移 有 关 "*"。 
Bruce 等 "报道 ,ezrin 表 达 升 高 与 乳腺 癌 的 不 良 预 后 有 
关 , 敲 低 乳 腺 癌 细 胞 ezrin 可 抑制 乳腺 癌 细 胞 的 侵袭 能 
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力 ”“。 上 典 激 素 通过 使 ezrin* 磷 酸化 活化 ezrin, 促 进 乳 
腺 癌 细 胞 的 迁移 、，。 已 经 发 现 有 几 种 激酶 能 磷酸 化 
ezrin ,包括 蛋白 激酶 A Rho?! Akt2! PKC” 4, 
fi PKC 亚 型 PKC0”” .PKCa 和 PKCu”* ,它们 在 不 同 的 
情形 下 使 ezrin52 的 磷酸 化 。 在 乳腺 癌 中 ,PKCg 的 表达 
水 平 可 作为 乳腺 癌 患 者 不 良 预 后 的 指标 ,但 PKCe 是 
否 可 使 ezrins 的 磷酸 化 没有 相关 报道 。 

我 们 研究 了 Nanog 对 PKCe 表 达 的 影响 及 PKCe 对 
ezrin52 磷 酸化 的 影响 。 我 们 的 研究 结果 提示 ,Nanog 可 
上 调 PKCg 的 表达 ,后 者 可 使 ezrin "磷酸 化 ,这 可 能 是 
Nanog 促 进 肿瘤 转移 的 一 个 新 机 制 。 这 一 研究 结果 加 
深 了 对 Nanog 促 进 乳 腺 癌 转 移 机 制 的 了 解 。 


1 材料 和 方法 
1.1 细胞 株 与 细胞 培养 

人 乳腺 癌 细 胞 系 MDA-MB-231.MCF-7 和 人 胚 肾 
上 皮 细 胞 293T 购 自 中 科 院 上 海 细胞 库 。MCEF-7 和 293T 
细胞 用 DMEM(Gibco, 美 国 ) 培 养 ,MDA-MB-231 细胞 
用 L-15 培 养 基 (Hyclon, 美 国 ) 培 养 , 所 有 基础 培养 基 均 添 
加 10% 胎 牛 血清 (Gibco ,美国 ) ,100 ng/mL 青霉素 和 
100 pg/mL 链 霉 素 , 细 胞 培养 于 5% CO, 的 37 CHF. 
1.2 主要 试剂 /试剂 盒 

L15.DMEM 细 胞 培养 液 及 胰 酶 购 自 美 国 Hyclone 
公司 ; 胎 牛 血清 购 自 美 国 Gibco 公 司 ; Transwell 小 室 、 
Matrigel EMUR PVDF JK IW H RE BD 公司 ; 免 抗 人 
Nanog 单 克隆 抗体 、 免 抗 人 pEzrin*“ 单 克隆 抗体 均 购 自 
美国 Cell Signaling Technology 公 司 ; 鼠 抗 人 ezrin 单 克 
EDTA A SEE] Sigma ZS a] ; BRT A B-actin .山羊 抗 免 
IgG 山羊 抗 鼠 IgG 购 自 武汉 博士 德 生物 工程 有 限 公 司 ; 
LipofectamineTM3000 转 染 试剂 购 自 美国 mvitrogen 公 
司 ;Protein A/G FIRB SIA A E Life 7] , 
1.3 免疫 印迹 实验 

免疫 印迹 实验 用 于 检测 蛋白 表达 。 将 细胞 消化 后 
接种 到 12 孔 板 ,1x10' 个 细胞 每 孔 。 用 预 冷 的 PBS 洗 涤 
细胞 2 次 , 吸 净 液体 。 将 细胞 放置 在 冰 上 ,加 入 1 mL 预 
冷 的 PBS ,细胞 刮刀 刮 下 细胞 ,离心 收集 。 向 每 管 细胞 
中 加 入 100 uL RIPA 裂 解 液 , 冰 上 裂解 30 min,12 000 g, 
4 离心 10 min, 取 上 清 ,BCA 法 测定 总 蛋白 浓度 。 和 蛋白 
样品 上 样 前 加 入 上 样 缓冲 液 ,100 CERAIS min, 
12 000 g 离心 3 min, 直接 用 于 蛋白 免疫 印迹 。SDS- 
PAGE 分 离 蛋白 , 转 膜 至 PVDEF 膜 ,5% 脱 脂 牛 奶 摇 床 上 
室温 封闭 1 h, 加 入 相关 和 蛋白 的 一 抗 (Nanog 抗 体 ,1: 
500;ezrin 抗 体 ,1:4000;pEzrin* 抗 体 ,1:1000;B-actin 
抗体 ,1:3000) ,4 % 孵 育 过 夜 ;二 抗 羊 抗 兔 / 忌 (1:3000) 
室温 孵育 1 h,ECL 显影 。 
1.4 SiRNA 转 染 

MCF-7 细胞 和 MDA-MB-231 细胞 按 1.2x107/mL 


密度 接种 于 6 孔 板 中 ,过 夜 后 分 别 用 Lip3000 将 siRNA 
转 染 入 MCF-7 和 MDA-MB-231 细 胞 ,37 % 孵 箱 中 培养 
60 h, 收 集 细 胞 裂解 液 ,进行 Western blotting。 转 染 过 
程 按 Lipofectamine3000 说 明 书 进行 。 

小 分 子 干扰 RNAsi-Nanog, si-Ezrin 和 si-PKCe 由 
上 海 吉 玛 公 司 合成 ,其 序列 分 别 是 : siRNA-Nanog,， 
Negative control; 5$-UUCUCCGAACGUGUCACGUT 
T-3', si-Nanogl: 5'-CCAGACCUGGAACAAUUCAT 
T-3', si-Nanog2: 5'-CCAUGGAUUUAUUCCUAAAT 
T-3', si-Nanog3: 5'-GGGUUAAGCUGUAACAUACT 
T-3', si-PKCe negative control: 5'-UUCUCCGAACG 
UGUCACGUTT-3’, si-PKC e: 5'-UCAAUGACAAGG 
CCUUCCgg-3'。 具 体 转 染 方法 按 Lipofectamine3000 
的 说 明 书 进行 。 
1.5 Transwell 实验 

Transwell 实验 用 于 检测 细胞 的 迁移 和 侵袭 能 
力 。 取 5 uL Matrigel 基质 胶 溶 于 95 yL DMEM 基础 
培养 基 , 加 入 到 Transwell 小室 中 ,在 37 CHAAREL h, 
小 心 吸 除 小 室 中 未 凝 液 体 (迁移 实验 不 需要 经 过 此 
步 ),24 孔 板 内 加 入 750 kL 其 培 / 孔 , 将 小 室 放 在 孔 内 
(确保 无 气泡 ) ,向 小 室内 加 入 500 HL 基 培 , 放 入 37 °C 
HEA 30 min; 用 于 Transwell 实 验 的 癌 细 胞 为 对 数 生 
长 期 细胞 ,消化 离心 ,用 无 血清 培养 基 稀 释 细 胞 至 3x 
107ymL ,每 个 小 室 中 加 入 500 HE 细胞 悬 液 ,下 室 每 孔 
加 入 含 10% 胎 牛 血清 的 培养 基 750 uL, MDA- 
MB-231 培养 12 hp,MCF-7 细 胞 培养 48 h, 用 棉签 擦 去 
小 室 上 层 未 侵袭 的 细胞 ,4 多 多 聚 甲 醛 固 定 15 min, 
0.1% 结 晶 紫 染色 30 min。 显 微 镜 下 拍摄 ,在 400x 视 
BPP REP 左右、 中 5 个 固定 的 视野 拍照 ,计算 这 
5 个 视野 内 的 细胞 总 数 。 
16 免疫 荧光 染色 

制备 细胞 候 片 ,将 传代 消化 下 来 的 细胞 计数 ,稀释 成 
密度 为 1x10' 个 细胞 /mL 的 细胞 悬 液 , 混 匀 后 取 400 pL/ 
孔 细 胞 基 液 于 8 孔 载 玻 片 中 , 放 入 37% 孵 箱 中 培养 ;24h 
竺 细胞 长 开 后 ,用 1xPBS 洗 细胞 3 次 ,加 入 4% 多 聚 甲 
醛 ,室温 固定 30 min; 去 除 多 聚 甲醛 并 用 30 mmoL Ha 
酸 终止 固定 ;用 0.5% 的 Triton-X 透 化 细胞 5 min; 用 1x 
PBS 洗 2 次 ,每 次 5 min; 用 5% 牛 奶 和 2%BSA( 用 PBS 
稀释 ) 室 温 封 闭 1h; 加 一 抗 (用 封闭 液 稀 释 一 抗 ) ,按照 
相应 比例 加 入 Nanog 抗 体 (1:100),Ezrin 抗 体 (1:200)， 
pEzrin T567 抗体 (1: 100) ,4 CC 过夜; 洗 脱 一 抗 ( 用 
0.05% Triton-X 在 摇 床 上 洗 3 次 ,每 次 5 min); 加 二 抗 (将 
二 抗 羊 抗 免 / 鼠 ,1 : 100, 用 封闭 液 稀 释 ) ,常温 孵育 1 h。 洗 
脱 二 抗 (用 0.05% Triton-X 在 摇 床 上 洗 3 次 ,每 次 5 min); 
用 DAPI 染 核 5 min; 用 1xPBS 洗 掉 多 余 的 DAPI; 滴 加 
抗 免 疫 菊 光 衰 减 剂 , 盖 盖 玻 片 ,用 透明 无 色 指甲 油封 片 ; 
激光 共聚 焦 显 微 镜 下 观察 拍照 。 
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1.7 免疫 共 沉 淀 Western blotting。 


将 细胞 接种 到 10 cm 培养 多 中 , 待 细 胞 长 满 后 弃 培 
养 基 , 用 预 冷 的 1xPBS 洗 3 次 ,用 预 冷 的 PBS 洗 涤 细 胞 2 
次 , 吸 净 液体 。 将 细胞 放置 在 冰 上 ,加 入 600 mL 预 冷 的 
RIPA 裂 解 液 ,细胞 刮刀 刮 下 细胞 ,收集 到 1.5 mL 离心 管 
中 , 冰 上 裂解 30 min,12 000 g 4 % 离 心 10 min, 取 上 清 ， 
BCA 法 测定 总 蛋白 浓度 ,蛋白 量 约 400 hg。 取 10% 上 
清 作为 Input, 将 剩 下 的 蛋白 裂解 液 分 成 两 部 分 ,一 部 分 
加 入 5 4L 兔 IgG 抗 体 , 另 一 部 分 加 入 5 uL PKCe 抗 体 ， 
4 CC 旋转 过 夜 。 次 日 , 取 60 uL Protein A/G 琼脂 糖 树 
脂 ,用 ddH;0 洗 3 次 ,将 树脂 均 分 成 两 管 ,分 别 将 孵育 了 
兔 TgG 抗 体 和 PKCs 抗 体 的 蛋白 裂解 液 加 入 含 树脂 的 管 
内 ,4 % 旋 转 2 h, 离 心 , 奔 上 清 , 用 裂解 液 清洗 沉淀 3 次 ， 
离心 奔 上 清 , 将 上 清 吸 净 , 加 入 2xLoading buffer, 
100 CEAS min,12 000 g 4 %C 离 心 3 min ,进行 
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1.8 统计 学 分 析 

不 同 实验 组 的 数据 以 均 数 + 标准 差 表 示 ,统计 分 析 
和 柱状 图 制作 均 用 Gaphpad prism5.0, 不 同 组 之 间 分 析 
用 非 配 对 1 检验 ,P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 敲 低 Nanog 降 低 乳 腺 癌 细 胞 迁移 与 侵袭 能 

我 们 先 用 免疫 印迹 检测 了 3 条 Nanog 特 异 的 siRNA 
敲 低 乳腺 癌 细 胞 系 MCF-7 Nanog 表 达 的 效果 ,发 现 第 3 
条 si-Nanog3 的 敲 除 效果 最 明显 。 我 们 选取 Nanog 
siRNA3 用 于 后 续 实 验 。 用 Nanog siRNA3 敲 低 乳 腺 瘤 
细胞 系 MDA-MB-231 和 MCF-7 中 的 Nanog, 癌 细胞 的 
迁移 与 侵袭 能 力 减 弱 ( 图 1)。 


si-Nanog2 si-Nanog3 


|S MDA-MB-231 
200: | | i= MCF-7 


Invasive cell number per field 


Control si-Nanog 


1 敲 低 Nanog 降 低 MDA-MB-231 和 MCF-7 细 胞 的 迁移 和 侵袭 

Fig.l Nanog knockdown decreased the migration and invasion of MDA-MB-231 and MCF-7 cells. A: Nanog protein 
expression in MCF-7 transfected with each of the 3 different siRNAsequences targeting Nanog; B: Nanog knockdown 
decreased the migration and invasion ability of MDA-MB-231 and MCF-7 cells (Original magnification: x 400). ***P<0.05 


MDA-MB-231 vs control group; **P<0.05 MCF-7 vs control group. 
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2.2 RUK Nanog 降低 乳腺 癌 细 胞 PKCe 蛋 白 表 达 

由 于 PKCe 的 表达 水 平 可 作为 乳腺 癌 患 者 不 良 预 
后 的 指标 ”, 且 又 有 研究 报道 ”Nanog 可 促进 多 个 激酶 
的 表达 促进 肿瘤 转移 ,因此 我 们 观察 了 敲 低 Nanog 对 
PKCe 的 表达 的 影响 。 结 果 表 明 , 用 Nanog siRNA3 fax 
低 乳 腺 癌 细 胞 系 MCF-7 中 的 Nanog,PKCse 的 蛋白 表达 
量 也 相应 下 降 (图 2)。 


Control si-Nanog 3 


gp Sr 


™ re came 


图 2 敲 低 Nanog 降 低 MCF-7 细 胞 中 的 PKCe 蛋 白 表达 
Fig.2 Nanog knockdown decreased the expression of 
PKCe protein in MCF-7 cells. 


2.3 融 低 乳腺 癌 细 胞 中 Nanog 降低 ezrinT567 磷酸 化 水 平 

由 于 PKCe 是 否 是 ezrin” 磷 酸化 的 上 游 激 酶 并 无 
相关 研究 ,我们 研究 了 PKCe 是 否 是 使 ezrin“ 磷 酸化 的 
男 一 个 PKC 亚 型 。 研 究 结果 显示 ,用 Nanog siRNA3 RY 
低 乳 腺 癌 细 胞 系 MCF-7 中 的 Nanog, 人 免疫 印迹 实验 结 
果 表 明 ,ezrin 磷酸 化 水 平 相应 降低 (图 3A)。 斋 低 
MCF-7 和 MDA-MB231 细胞 Nanog ,免疫 获 光 染色 实 
验 检 测 发 现 , ezrin52 磷 酸化 水 平 相应 降低 (图 3B )。 
2.4 项 低 乳 腺 癌 细 胞 中 PKCe 降 低 ezrin“ 磷酸 化 水 平 

为 进一步 研究 PKCs 是 否 可 磷酸 化 ezrin" ,用 
PKCs 特 异 的 siRNA 敲 低 乳 腺 瘤 细 胞 系 MDA-MB-231 
中 的 PKCs, 然 后 免疫 印迹 检测 ezrins2 酸 化 水 平 , 结 果 
表明 , MEK PKCe, MDA-MB-231 细胞 中 ezrinse HY BE 
酸化 水 平 也 同时 下 降 ( 图 4)。 
2.5 PKCs 蛋 白 与 ezrin 有 蛋白 直接 相互 作用 

为 研究 PKCe 使 ezrin* “磷酸 化 是 否 需 要 PKCe 和 和 
ezrin 的 相互 作用 ,我 们 用 MCF-7 和 MDA-MB-231 细 胞 
的 细胞 裂解 液 和 抗 PKCe 抗 体 作 人 免疫 共 沉 尝 实 验 , 抗 
PKCs 抗 体 的 免疫 沉淀 复合 物 中 ,可 检 出 ezrin( 图 5)。 


3 讨论 

我 们 的 研究 发 现 , 敲 低 Nanog, 在 乳腺 癌 细 胞 的 侵 
FREJ PEREI, PKC ERRA M ezrin BEREK 
FAHMI PE, PR PKC KER ezrin” 磷酸 化 水 平 , PKCe 
与 ezrin 可 免疫 共 沉 淀 。 

我 们 用 siRNA 敲 低 乳 腺 癌 细 胞 系 MCF-7 和 


DA-MB-231 中 的 Nanog, 发 现 乳 腺 癌 细 胞 的 迁移 和 侵 
秦 能 力 减弱 ,我 们 的 研究 结果 和 Lu 等 报告 的 结果 一 
致 ,Lu 等 在 MCF-7 细 胞 过 表达 Nanog, 可 以 促进 乳腺 癌 
细胞 的 侵袭 和 迁移 ;这 一 研究 结果 也 与 Nanog 促 进 其 它 
癌 细 胞 迁移 的 研究 结果 一 致 ,如 肝癌 ,卵巢 癌 " 等 。 

促进 肿瘤 转移 的 因素 如 雌 激 素 史 和 内 皮 细 胞 生长 
因子 ”等 促进 癌 细 胞 的 侵袭 与 ezrin*“ 磷 酸化 水 平 升 高 
有 关 , 因 此 ,我 们 假设 Nanog 促 进 乳 腺 癌 转 移 的 机 制 与 
Nanog T ezrin 磷酸 化 水 平 有 关 。 为 验证 这 一 假 
设 ,我 们 用 siRNA 敲 低 乳 腺 瘤 细胞 中 Nanog 后 ,检测 了 
ezrin” 的 磷酸 化 水 平 , 结 果 发 现 Nanog 降 低 后 ,ezrinsy 
的 磷酸 化 水 平 确实 相应 的 降低 了 (图 3)。 这 一 结果 验证 
了 我 们 的 假设 。 除 了 ezrinse 磷 酸化 与 癌 细 胞 转移 有 关 
外 ,第 477 位 酷 氨 酸 (ezrin””) 磷 酸化 也 与 肿瘤 转移 有 
关 。 本 研究 没有 检测 ezrin*” 磷 酸化 水 平 变化 的 情况 ， 
今后 可 进一步 研究 。 

可 使 ezrins 的 磷酸 化 的 激酶 有 多 种 ,包括 蛋白 激 
fig A” Rho*!, Akt2” PKCP24 包 括 PKC 亚 型 PKC625 、 
PKCa 和 PKC1 ,它们 在 不 同 的 情形 下 使 ezrin”™ 的 磷 
酸化 。 这 自然 使 我 们 推测 Nanog 调 节 ezrin5 的 磷酸 化 
是 由 于 Nanog 调 节 这 些 激酶 表达 所 致 ,而且 ,以 前 的 研 
究 也 表明 , Nanog 的 确 可 调节 一 些 激酶 的 表达 ,如 粘着 
斑 激 酶 由 和 胎 肝 激酶 -1 等。 我 们 注意 到 ,在 乳腺 癌 
中 ,PKCe 的 表达 水 平 可 作为 乳腺 癌 患 者 不 良 预后 的 指 
标 ”, 因 此 我 们 选 PKCe 作 为 观察 对 象 ,看 Nanog 是否 可 
调节 PKCe 的 表达 。 我 们 发 现 ,用 siRNA 敲 低 MCF-7 细 
胞 中 的 Nanog, 细 胞 中 的 PKCe 和 蛋白 表达 量 也 降低 ,这 是 
一 个 新 的 发 现 ,提示 Nanog 可 调节 PKCs 表 达 。 我 们 的 
研究 没有 观察 敲 低 Nanog 对 其 它 激酶 ,尤其 PKC 家 族 
的 其 它 相关 亚 型 表达 的 影响 ,因此 不 能 排除 Nanog 也 可 
能 通过 影响 其 它 激酶 的 表达 ,影响 ezrin5? 磷 酸化 。 

对 于 PKCe 是 否 可 以 使 ezrin* 人 磷酸 化 ,以 前 并 无 研 
究 。 我 们 的 研究 表明 , 敲 低 Nanog, 可 降低 MCF-7 和 
MDA-MB-231 细胞 ezrin 磷酸 化 ,提示 ezrin 是 
PKCe 的 底 物 ;用 siRNA 敲 低 乳 腺 癌 细 胞 系 MDA- 
MB-231 中 的 PKCe,ezrin** 的 磷酸 化 水 平 下 降 , 这 些 结 
果 进 一 步 证 明 , PKCs 可 使 ezrin52 磷 酸化 ;我 们 用 免疫 
共 沉 淀 实验 检测 到 PKCe 能 与 ezrin 直接 相互 作用 ,这 可 
bE 是 PKCe 使 ezrin** 的 磷酸 化 的 分 子 基 础 。 

我 们 的 这 一 研究 还 存在 一 些 不 足 ,如 我 们 没有 通过 
过 表达 Nanog 观 察 Nanog 对 PKCs 表 达 的 影响 ; FH FA 
除 Nanog 后 PKCs 和 蛋白 的 表达 水 平 降低 ,我 们 只 能 推测 
Nanog 是 通过 影响 PKCg 的 转录 所 致 ,这 一 推测 主要 是 基 
于 Nanog 是 转录 因子 。 但 这 一 推测 还 需 更 多 实验 证 明 ， 
为 也 不 能 排除 Nanog 通 过 影响 PKCs 和 蛋白 的 稳定 性 调 
P PKCe ZAC. Wh, eK Nanog he Kezrin™” 的 
磷酸 化 也 可 能 还 存在 其 他 机 制 ,还 有 待 进一步 研究 。 
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3 敲 低 乳腺 癌 细 胞 中 的 Nanog 降 低 ezrin““ 碰 酸化 水 平 

Fig.3 Nanog knockdown in breast cancer cells decreased the phosphorylation level of ezrin™”. A: Western blotting for 
detecting the phosphorylation level of ezrinT567 in MCF-7 cells with Nanog knockdown; B: Immunofluorescent images 
showing decreased phosphorylation level of ezrin™” in MDA-MB-231 and MCF-7 cells with Nanog knockdown (Original 


magnification: x200). 
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EzrinT567 综 上 所 述 , 我 们 的 研究 发 现 , 敲 低 Nanog, FLERE 
细胞 的 侵 秦 能 力 下 降 的 同时 ,PKCe 和 蛋白 表达 和 ezrin™ 
磷酸 化 水 平 相应 降低 ,提示 Nanog 通 过 促进 PKCs 表 达 
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Fig.4 PKCe knockdown decreased the phosphorylation 参考 文献 : 
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